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invention of different  techniques  that allow  reaching  the nanoscale. The great  interest  in  this 
area arises from the variety of possible applications in different fields, such as electronics, where 
the miniaturization  of  components  is  a  key  factor,  but  also medicine.  The  creation  of  smart 
systems able to carry out a specific task in the body in a controlled way, either in diagnosis or in 
therapy,  is  the ultimate  goal of  a newborn  area of  research,  called nanomedicine.  In  fact,  to 
reach such an outstanding objective, a nanometre‐sized vector is needed and carbon nanotubes 
(CNTs) are among the most promising candidates. 
The  aim  of  this  thesis was  to  study  this  opportunity,  and  in  particular,  the  possible 
application of carbon nanostructures for drug delivery. 
In  the  Introduction  (Chapter  1),  an  overview  on  CNTs  is  given,  explaining  their main 
features  and  the  key  issues  associated  with  their  manipulation.  The  different  existing 
possibilities  for  CNT  functionalization  are  described,  focusing  the  attention  on  the  covalent 
approaches  exploited  in  this  thesis,  namely  oxidation  and  subsequent  amidation  of  carboxyl 
groups,  and  1,3‐dipolar  cycloaddition  of  azomethine  ylides.  The  main  characterization 
techniques  used  are  then  described,  illustrating  their  advantages  and  their  limitations. 





In  Chapter  2,  a  study  on  shortening  of  single‐walled  carbon  nanotubes  (SWCNTs)  is 
presented,  as  a  strategy  to  obtain  a more  soluble material,  quite  important  for  any medical 
application.  Two  different  options  are  explored.  In  the  first  part,  an  oxidative  treatment  of 
SWCNTs,  with  a  mixture  of  oleum  and  nitric  acid,  is  described,  reporting  a  detailed 
characterization,  for  the  production  of  shortened  and  disentangled  CNTs,  bearing  carboxyl 
groups, with a big  improvement  in dispersibility. Subsequently, an alkaline  treatment,  for  the 







the  SWCNTs  obtained  are  shown,  to  highlight  the  very  interesting  possibility  to  control  the 
quality of the final product, by tuning experimental conditions. 
In Chapter 3, the covalent conjugation of CNTs and antibodies  (Abs)  is presented, with 
the aim of  studying  two different opportunities. Abs could mediate  the  specific  targeting of a 
CNT‐based nanovector with possible applications  in both  therapy and diagnosis. On  the other 
hand,  CNTs  could mediate  the  cellular  uptake  of  Abs,  thus  paving  the  way  to  a  variety  of 
unexplored  intracellular, Ab‐based,  therapeutic possibilities. The preparation of different kinds 
of  covalent  Ab‐CNT  conjugates  is  described,  with  both  double‐walled  carbon  nanotubes 
(DWCNTs) and multi‐walled carbon nanotubes (MWCNTs), using either the whole Ab or smaller 
fragments.  Moreover,  a  double  functionalization  strategy  is  reported,  for  the  simultaneous 
introduction  of  a  probe,  required  for  biological  studies.  Different  complementary 
characterizations of  the  conjugates  are presented,  to prove  the  effectiveness of  the  covalent 
strategy  and  the  preserved  capability  of  the  Ab,  bound  to  CNTs,  to  specifically  recognize  its 
antigen. Also, some preliminary biological data are shown. 
In  Chapter  4,  the  functionalization  of  both  fullerene  C60  and  CNTs,  either  pristine  or 
oxidized, is presented, for studying the delivery of the antineoplastic drug doxorubicin. The drug 
is  attached  either  directly  or  introducing  a  cleavable  peptidic  sequence  to  trigger  its  release 










Le  nanotecnologie  si  sono  sviluppate molto  rapidamente  negli  ultimi  decenni,  grazie 
all’invenzione  di  un  crescente  numero  di  tecniche  che  permettono  di  lavorare  su  scala 
nanometrica.  Il  grande  interesse  in  quest’area  trae  origine  dalle  sue  svariate  possibili 
applicazioni  in  diversi  campi,  quali  l’elettronica,  dove  la  miniaturizzazione  ha  un  ruolo 
fondamentale, ma la medicina. Infatti, lo sviluppo di un sistema ‘intelligente’ capace di eseguire 








Vengono  descritte  le  diverse  possibilità  esistenti  per  la  funzionalizzazione  dei  CNTs, 
concentrandosi soprattutto sugli approcci covalenti sfruttati  in questa tesi, ossia  l’ossidazione e 
la conseguente amidazione dei gruppi carbossilici così introdotti, e la cicloaddizione 1,3‐dipolare 
di  ilidi  azometiniche.  Sono  poi  trattate  le  principali  tecniche  di  caratterizzazione  impiegate, 
illustrandone  i vantaggi e  le  limitazioni.  In  seguito viene affrontato  il  tema molto  controverso 
della tossicità dei CNTs, in termini di possibili conseguenze a una loro esposizione e di rischio per 
chi lavora in questo campo. Infine viene fatto un dettagliato resoconto della letteratura esistente 
sull’applicazione dei CNTs per  la veicolazione di  farmaci, ponendo  l’accento  in particolare sugli 





due diverse possibilità. Nella prima parte,  si descrive  il  trattamento ossidativo di SWCNTs con 





nella  dispersibilità.  In  seguito  viene  descritto  un  trattamento  basico  per  la  rimozione  delle 
impurezze  carboniose  amorfe  introdotte  dall’ossidazione.  In  aggiunta,  viene  riportato  per  la 
prima volta un fenomeno di ri‐pristinizzazione dei SWCNTs ossidati, mediante trattamento laser. 
La seconda parte del Capitolo 2 riguarda  l’accorciamento meccano‐chimico di SWCNTs, 
come  alternativa  all’approccio  in  soluzione.  Vengono  mostrate  diverse  caratterizzazioni 
complementari  dei  SWCNTs  ottenuti,  sottolineando  la  possibilità,  molto  interessante,  di 
controllare la qualità del prodotto finale variando le condizioni sperimentali. 
Il Capitolo 3 tratta  la coniugazione covalente di CNTs e anticorpi  (Abs), con  lo scopo di 
valutare  due  diverse  opportunità.  Gli  anticorpi,  infatti,  possono  mediare  l’indirizzamento 
specifico  di  un  nanovettore  a  base  di  CNTs,  con  possibili  applicazioni  terapeutiche  e 
diagnostiche. Viceversa, i CNTs possono mediare l’internalizzazione cellulare degli Abs, aprendo 




necessaria  per  gli  studi  biologici.  Vengono  poi  presentate  diverse  caratterizzazioni 
complementari dei coniugati, per dimostrare  l’efficacia della  strategia covalente adottata, e  la 
preservata  capacità  dell’Ab  legato  ai  CNTs  di  riconoscere  il  suo  specifico  antigene.  Infine, 
vengono presentati alcuni risultati biologici preliminari. 
Nel  Capitolo  4,  viene  descritta  la  funzionalizzazione  del  fullerene  C60  e  dei  CNTs,  sia 
pristine  che  ossidati,  per  lo  studio  della  veicolazione  della  doxorubicina,  un  farmaco 
antineoplastico.  Il  farmaco  viene  legato  sia  in  maniera  diretta  che  indiretta,  mediante 
l’introduzione  di  una  catena  peptidica  scindibile  a  livello  intracellulare,  al  fine  di mediarne  il 
rilascio. Viene  data  una  dettagliata  descrizione  delle  procedure  sintetiche  adottate,  oltre  alla 
caratterizzazione  spettroscopica  di  tutti  i  composti  preparati.  Infine  vengono  illustrati  i  primi 
risultati biologici ottenuti sui derivati fullerenici. 
In conclusione,  il presente  lavoro di  tesi descrive  la  funzionalizzazione di diversi  tipi di 
CNTs mediante  un  approccio  covalente,  con  un’analisi  critica  dei  risultati,  tramite  l’utilizzo  di 

































































































































































































































































































































































































































































































































































































































The  main  distinction  to  be  underlined  when  speaking  of  CNT  functionalization  is 
between non‐covalent and  covalent approaches  (Figure 3). They both present pros and  cons, 







and  it  occurs  via  π‐π  stacking  and/or  van  der Waals  interactions.  Another,  quite  particular, 
approach for the non‐covalent modification of CNTs is the filling of their inner cavity.10 The main 
advantage  of  the  non‐covalent  modification  of  CNTs  is  that  the  electronic  and  mechanical 
properties of the tubes are preserved. Therefore this should be the first choice when CNTs are 
exploited  in  fields  such  as molecular  electronics. On  the other hand,  the drawback of  a non‐
covalent approach is the possible reversibility of the bonds involved, which can result in the loss 
of  the  functionalization.  This  risk  needs  to  be  considered  for  example  in  the  case  of most 
biomedical applications, since it is difficult to exactly foresee the fate of a non‐covalently bound 
molecule when  the  functionalized  CNTs  are  administered  in  vivo.  For  this  reason,  a  covalent 
approach  should  be  preferred  if  CNTs  will  serve  as  drug  delivery  system,  as  in  the  work 
presented in this thesis. 
1.2.2 Covalent functionalization 
The reactivity of CNTs  in terms of covalent chemistry on the C backbone  is due to  local 





hemi‐fullerene, while  it  carries  less weight  in  the  case  of  the  flatter  CNT  sidewalls  (Figure  4, 
upper part). 
On  the  other  hand,  π  orbital misalignment  accounts  for  strain  in  CNT  sidewall much 






























































































































































































are  typically  synthesized  with  poly‐disperse  micrometre  lengths,  bound  together  into 
macroscopic entangled  ropes, and  they  contain metallic  impurities, deriving  from  the  catalyst 
used during their synthesis. Many applications, however, require  individual short CNTs, void of 
metallic  impurities.  Oxidative  treatments  reduce  metal  content  due  to  the  removal  of  the 
amorphous  carbon  usually  covering metallic  particles,  or  the  etching  of  CNTs  caps when  the 
particles  are  still  inside  them,  and  the  subsequent  oxidation  of  the metal  to  soluble  species, 





step, when additions  to hexagon π bonds  take place, generating new defects, and  introducing 
hydroxyl  groups,  then  further  oxidized  to  carboxyl  groups,  and  (iii)  a  defect‐consuming  step, 
when the graphene structure around the defect sites  is broken, and the tube  is cut. Depending 
on the strength of the conditions, oxidation can stop at the first step, thus attacking only already 
existing defects, or proceed with  the generation of new defects and  finally with  the cutting of 
the nanotubes. A detailed  study of diameter‐dependent oxidative  stability  confirmed  a direct 




As  already  anticipated,  the  introduction  of  carboxylic  groups  allows  a  further 
derivatization  of  CNTs.  Esterification  and  amidation  reactions  are  in  fact  widely  exploited 
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and  it  shifts  to higher wavenumbers  as  the  laser excitation energy  is  increased. This mode  is 
associated with disorder, i.e. with the sp3‐hybridized carbon atoms present in the tube or in the 
carbonaceous  impurities.  Therefore,  it  is  often  used  to  evaluate  the  structural  quality  of 
SWCNTs,  expressed  usually  as  D/G  ratio. Moreover,  the  full‐width‐at‐half‐maximum  (FWHM) 
intensity of the D‐band of the various carbon  impurities  is generally much broader than that of 
CNT D‐band, and thus D‐band line‐width could give an indication of the SWNCT purity level.33 
Other  less significant bands are  typically present  in a SWCNT Raman spectrum, due  to 
overtone modes of single bands or combinations of different ones. Among them the strongest 
one  is usually the G’ band. The name of this band  is misleading, since  it derives from graphite, 
where this mode is usually the second strongest after the G mode, but it is actually the overtone 
of the defect‐induced D mode,  even though being present even in defect‐free nanotubes. 
The  main  changes  that  could  be  appreciated  in  a  SWCNT  Raman  spectrum  upon 
chemical modification are the following: 







‐  change  in  the  baseline  height  (a  great  content  of  amorphous  carbon  can  give  a  strong 
fluorescence, perturbing the Raman spectrum). 
A  big  drawback  of  the  two  characterizations  just  described  is  that  their  usefulness  is 
usually limited  to SWCNTs. 
In  fact, MWCNT  UV‐vis‐NIR  absorption,  deriving  from  the  overlap  of many  different 





Concerning Raman, MWCNTs  do  not  present  defined  RBM,  being  each  tube made  of 
several concentric walls. Moreover,  the D band  is quite  intense, often more  than  the G‐band, 
because of the high extent of defects usually present in MWCNTs. Consequently, it is difficult to 
appreciate an  increase  in  the D/G  ratio due  to  functionalization. For DWCNTs  the  situation  is 
intermediate  between  single  and multi‐walled  CNTs  and  it  is  normally  possible  to  appreciate 
RBM and D/G ratio variations. 
1.3.3 Thermogravimetric analysis (TGA) 
TGA  is an analytical  technique  for determination of  the  thermal stability of a material. 
The  weight  of  the  sample  is  recorded,  while  heating  it  in  a  furnace  under  a  controlled 
atmosphere, which can be either  inert (using gases as N2 or He), or oxidative (using air or pure 
O2). 
In  the  latter  case  CNT  combustion  takes  place  usually  between  400  and  600°C, 
depending  on  different  factors,  and  resulting  in  the  formation  of  CO2.  CNT  combustion 
temperature, easily determined as the maximum  in the first derivative (see Figure 4  in Chapter 
2.1),  depends  on  different  factors.  For  example,  smaller  diameter  nanotubes  are  believed  to 
oxidize at lower temperature due to higher curvature strain. The same effect could be given by 
defects  in  the  CNT  structure.  Also  the  presence  of metal  particles  could  lower  combustion 




ca. 800°C, and  therefore  it  is possible  to ascribe  the weight  loss at  lower  temperatures  to  the 
organic material present  in  the sample,  thus estimating  the degree of  functionalization after a 
chemical modification of CNTs. Nevertheless,  it  is  important  to underline  that also amorphous 
carbonaceous  species possibly present  in  a CNT  sample  could burn  in  the  same  temperature 
range,  and  this  fact  should  be  taken  into  account  when  using  TGA  measurements  for 
quantitative characterization. 
1.3.4 TGA‐coupled mass spectrometry (TGA‐MS) 
  The possibility offered by MS‐TGA  is quite  interesting: a mass  spectrometer has been 
coupled to the vent‐hole of the TGA furnace,  in order to analyse the gaseous material evolving 






signal given by  the gas would completely saturate  the  instrument.  It  is  important  to point out 
that the mass spectra obtained are not like normal ones. In fact a massive fragmentation occurs 




presence of  certain molecules  if  very  characteristic  fragments are produced  (see  Figure 5b  in 





through  it. Thus, metal particles  interfere more, producing  spots with higher contrast. On  the 
other hand,  individual SWCNTs are usually very difficult to visualize (with a non‐high resolution 
TEM), due to the low contrast with the grid surface, which is usually made of carbon. Bundles of 
SWCNTs  instead,  as well  as DWCNTs  or MWCNTs,  can  be  easily  detected  providing  different 
useful information, such as CNT length and diameter, together with a rough assessment of their 
purity,  in  terms  of metals  and  amorphous material  content.  Regarding  the  evaluation  of  the 
dispersibility of a sample, it should be underlined that, during the drying procedure that follows 
the deposition of  the CNT dispersion on  the grid, CNTs can easily  re‐aggregate. Therefore  the 
TEM analysis do not provide reliable information on their original aggregation state. 
1.3.6 Atomic force microscopy (AFM) 














































































































































































































Therefore  results  should always be considered as  referred  to  the particular kind of CNTs  they 
have been obtained with, and could not be generalized. 
When considering CNT  toxicity  it  is  important  to distinguish among  (i) biocompatibility 
related to possible biomedical application of CNT‐based systems, and (ii) safety related to CNT 
manipulation by all the workers in the field. In the first case it will be referred to processed CNTs, 
likely administered  in solution via  injection  (this  topic will be reviewed  later, see Chapter 1.5),  
while in the second case the main risk is related to inhalation, and it refers not only to processed 
CNTs but, primarily, to pristine ones. 
Pristine MWCNTs  have  been  compared  to  asbestos,  since  they  tend  to  form  fibrous 
aggregates whose dimensions (in the micrometre range) and shape are similar to those reported 
to be carcinogenic for asbestos. Once the latter non‐degradable and bio‐persistent particles are 
inside  the body,  they deposit. Thus, unsuccessful  inflammation and  scavenging occur  towards 
them  (frustrated phagocytosis),  leading  to continuous oxidative stress. Furthermore,  there  is a 
contribution, given by iron impurities in the samples, that accelerates the generation of reactive 
oxygen  species  (ROS). This being  true  for asbestos,  the possibility  for CNTs  to  share  the  same 
carcinogenic mechanism was investigated.37 Experiments on p53 heterozygous mice (reported to 
be sensitive to asbestos and to fast develop mesothelioma), intraperitoneally administered with 





(inflammation  and  granulomas  formation)  in  a  length‐dependent manner,  namely  only  fibers 













































































































































































































































associated  with  re‐suspension  of  ambient  dust  due  to  personal  movement,  and  cleaning 
operations following handling of material.  Importantly, these experiments could therefore  lead 
to the conclusion that a typical aerosol concentration of CNTs during handling of the material is 
far below  the ones used  in  the  in vivo  inhalation studies conducted so  far,  thus making  those 
results not relevant. Nevertheless, the CNTs are not the same, so it is necessary to be careful in 
making comparison. 
It  is  still  not  possible  to  reach  a  clear,  unambiguous  conclusion  on  CNTs  inhalation 
toxicity,  and  therefore,  precautions  should  be  taken  to  prevent  any  unnecessary  release  of 
respirable particles, when handling CNTs, especially the pristine ones, but without getting into a 
panic.  Also,  to  avoid  exposure  and  guarantee  respiratory  protection,  an  adequate  personal 
protective equipment should be used. 
1.5 CNT as delivery system for cancer 
Anticancer  therapy,  though  being  often  very  effective,  still  suffers  of  some  severe 
drawbacks,  which  render  vital  and  urgent  the  need  for  further  research.  One  of  the  main 
limitations of almost every cancer treatment so far is the lack of selectivity for tumour tissues. In 
fact cytotoxic drugs (or other therapies) do not exert their action solely on cancer cells, but also 
on  healthy  organs,  resulting  in  severe  side  effects  for  patients,  therefore  limiting  their 
compliance  and  the  maximum  administrable  dose.  Another  major  problem  related  to  anti‐
neoplastic  chemotherapy  is  Multi‐Drug  Resistance  (MDR).42  This  phenomenon  can  be  often 
ascribed  to  the activity of an efflux pump, namely P‐glycoprotein  (P‐gp), able  to  recognize  the 






conceived  to be  targeted  towards cancer, either only  in a non‐specific way, or with a  specific 
targeting  agent  attached  to  the  carrier  itself.  The  non‐specific  targeting  is  based  on  the 
Enhanced  Permeability  and  Retention  (EPR)  effect  (Figure  9).44  Cancer  tissue  is  usually 
characterized by a rapid and defective angiogenesis, resulting  in  leaky blood vessels with  large 
fenestrations, due to endothelial cell disorganization. Moreover, the smooth‐muscle layer in the 
vascular wall  is  frequently  absent  or  abnormal,  leading  to  passive  dilatation  of  vessels.  The 


















































































































































































































proven  so  far how  surface‐modified CNTs  are well  tolerated  in  vivo.49  In  general  they have  a 
blood clearance half‐life  in the order of hours. Moreover, tissue biodistribution studies showed 
that  they  are  eliminated  into urine,  via  glomerular  filtration, or  into  faeces with  low  residual 
amounts  in  the body. All  these  results  indicate how  the  in  vivo behaviour of  these materials 
could be modulated by the degree and kind of functionalization, two critical aspects that need to 
be accurately controlled. 
Furthermore,  some  recent works  showed  in  vitro  enzymatic  degradation  of  SWCNTs, 
thus presenting another possibility  for  the elimination of  this  carrier  from  the body once  the 
therapeutic  function  has  been  exerted.50  Importantly,  it  has  been  shown  that MWCNTs  take 








far  to  understand which  is  the  uptake mechanism,  still  there  is  not  a  unique  answer  to  the 
question. The type of cell should be  taken  into account when comparing different results and, 
more importantly, the type of CNTs could play a crucial role. In fact, the great heterogeneity of 
this material  implies  the  possibility  of  heterogeneous  behaviour  in  a  biological  environment. 
CNTs  can differ  a  lot  in  size  and  functionalization,  thus  giving  a plethora of derivatives,  from 
almost naked to differently coated ones. 
Among the existing hypotheses, one is phagocytosis, a process employed by specialized 
cells,  in  fact  different  authors  observed  engulfment  of  CNTs  by  phagocytes.  Cherukuri  et  al. 
treated mouse  peritoneal macrophage‐like  cells  with  SWCNTs  and  visualized  the  nanotubes 
inside  the  cells  exploiting  their  spontaneous  NIR  fluorescence.52  They  observed  the  tubes 
confined  in  small  vesicles,  probably  phagosomes,  derived  from  an  active  ingestion  process, 
which is consistent with their observation of a temperature‐dependence of the uptake. Porter et 
al.  studied  the  uptake  of  SWCNTs  by  human monocyte  derived macrophage  cells  and  found 





































































































































































































later work,  they  expanded  the  studies  to  precisely  understand  the  uptake mechanism.60  The 
internalization  inhibition  was  observed  with  NaN3  pre‐incubation  of  the  cells,  confirming 
endocytosis,  since  ATP‐production  and  therefore  energy‐dependent  activities  are  strongly 
reduced by  this chemical agent. Moreover, with a well‐designed experimental  set endocytosis 
was  found  to  happen  through  clathrin‐coated  pits,  rather  than  through  caveolae  or  lipid‐raft 
pathway. Endocytosis has been suggested as  the uptake pathway also by other authors. DNA‐
wrapped  SWCNTs  were  tracked  during  in  vitro  trafficking  exploiting  their  intrinsic  NIR 
fluorescence.61 Each  trajectory was  then associated with a specific kind of motion, recognizing 
that SWCNTs were adsorbed onto  the membrane and  internalized  through endocytosis. Once 
inside  the  cell  they  diffused  consistently  with  confinement  inside  vesicles,  and  they  finally 
underwent  exocytosis.  Moreover,  co‐localization  experiments  showed  an  overlap  between 
SWCNTs and  lysosomes  inside  the cells, confirming again  the endocytotic uptake. The authors 
proposed  this mechanism as a  result of  the  SWCNTs  coverage by  the proteins present  in  the 
medium. This coating should lead to a subsequent clustering in aggregates, big enough to reach 
the  radius  cutoff  thermodynamically  required  for  being  endocytosed.62  Wang  et  al. 
functionalized MWCNTs with  the enzymatic  toxic domain of ricin  (RTA)  in a non‐covalent way, 
and studied its uptake mechanism by HeLa cells, observing clathrin‐mediated endocytosis.63 The 
internalization  of  SWCNTs‐QD‐streptavidin  by  CD3  positive‐leukaemia  cells  was  also  studied, 









a  cisplatin‐SWCNT  conjugate,  exploiting  the  interaction  of  the  epidermal  growth  factor  (EGF) 
with  its  receptor  (EGFR),  over‐expressed  on  the  surface  of many  cancer  cells.65  The  authors 
demonstrated the efficient internalization of the SWCNT‐EGF conjugate in vitro. Moreover they 
proved  that  it  is  actually mediated  by  the  ligand‐receptor  interaction,  since  the  uptake was 






paper  conceiving  two  options  for  the  uptake mechanism  has  been  published  in  2008.66  The 
authors  prepared  SWCNTs  bearing  taxoids  and  biotin molecules,  as  a  drug  delivery  system 
targeted  towards  cancer  cells  over‐expressing  the  biotin  receptor,  demonstrating  the  actual 
internalization  of  the whole  conjugate,  hindered  by  both  incubation  at  4°C  and  presence  of 
NaN3,  and  strongly  reduced by  saturation of  accessible  receptors  via biotin pre‐treatment,  in 
accordance with  receptor‐mediated  endocytosis. On  the  other  hand,  they  observed  a  strong 
decrease  in the uptake of SWCNT derivatives without biotin at  low temperatures (4°C), but no 
changes when NaN3 was added. This behaviour is consistent with a non‐endocytotic process, as 
the  needle‐like  diffusion  through membranes,  which  is  temperature‐dependent  but  energy‐
independent. 
It  is  necessary  to  consider  that  temperature  can  affect  not  only  endocytosis  but  also 
membrane  piercing,  in  fact  as  simple  diffusion  of  a  molecule  in  a  liquid  is  influenced  by 
temperature, the same could happen to CNTs in biological media. More importantly, the fluidity 
of  cellular membranes, which  are made  of  phospholipidic  bilayers,  is  strongly  dependent  on 
temperature.  As  a  consequence,  the mobility  of  an  object  in  the  bilayer  will  increase  with 
temperature.  Thus,  it  is  not  surprising  that  a  decrease  in  temperature  has  been  sometimes 
correlated with a decrease  in cellular uptake of CNTs, and this experimental observation alone 
should not necessarily mean endocytosis, unless it is corroborated by other evidences. Therefore 
some  cases  of  CNTs  internalization  ascribed  to  endocytosis  by  the  authors  could  be  also 
differently  interpreted.67 The same observation can be applied to the work published by Cheng 
et al.68  In  this well‐conceived study of cellular  internalization of  fluorescently  labelled SWCNTs 
derivative by several mammalian cell lines, the authors compared the results obtained in normal 






known  to be uptaken by endocytosis, and  found  it  in  the endosomes, while  the  fluorescence 








cells and  in  the act of crossing  the membrane.69 Therefore  the authors hypothesized  that  the 
cylindrical  shape  of  CNTs  let  them  directly  insert  across  biological membranes,  like  a  Nano‐





by  the  same  authors.  Since  probably  CNTs  in  a  biological  environment  will  not  have  a 





for  a  huge  selection  of  cell  types,  since  a  comprehensive  study  revealed  effective  CNTs 
internalization even by cells unable  to carry out endocytosis or under conditions  that prevent 
energy‐dependent processes.74  The  cells were  treated with differently  functionalized  SWCNTs 
and MWCNTs, which were not  coated by macromolecules. As  speculated by  the authors,  the 
discrepancy between these results and the endocytotic hypothesis can lie in the different kind of 
CNTs derivatives used. 
Zeineldin  et  al.  wrapped  PL‐PEG2000  onto  SWCNTs  and  found  that  when  the  PEG 
integrity was preserved, the coating prevented the non‐specific uptake by cells (different ovarian 
cancer cell lines), while the PEG fragmentation (by sonication for a prolonged period, i.e. 1 hour) 
allowed  CNTs  internalization  by  cells.75  A  further  functionalization  of  the  PEGylated,  not 
sonicated,  SWCNTs with  a  specific  targeting molecule  led  to  selective  uptake  by  cancer  cells 
over‐expressing  the  receptor  for  that molecule.  Although  the  authors  did  not  speculate  on 
possible  uptake  mechanisms,  these  findings  underline  the  importance  of  CNTs  coatings  in 
determining their biological fate. 
CNT  size  seems  to have a  role as well. A  recent work  compares  the  internalization by human 
hepatocellular carcinoma cells of different CNTs: namely MWCNTs with a diameter of 10‐30 nm 
(long and short, i.e. 1‐2 µm or 0.5‐1 µm long) and SWCNTs with a diameter of 1‐3 nm (long and 




with  chitosan.  The  authors  reported  internalization  only  for  SWCNTs,  and  with  different 
mechanism according  to  size:  for  long SWCNTs  the mechanism observed was mainly  clathrin‐
mediated endocytosis, while for short SWCNTs they describe also endocytosis via caveolae and 
direct insertion across cell membrane.  
Evidences  supporting  the piercing hypothesis were  reported elsewhere. SWCNTs were 
observed  translocating  across  the  lipid  bilayer  and  entering  the  cytoplasm.53,77  SWCNTs  and 
MWCNTs were  found  across  the  plasma,  lysosomal,  and  nuclear membranes,78  and,  by  TEM, 
MWCNTs  were  observed  both  inside  cytoplasmic  vacuoles  of  epidermal  keratinocytes 
(consistently  with  endocytosis)  and  piercing  the  nuclear  membrane.79  Similarly,  as 
aforementioned,  Kateb  et  al.  presented  TEM  visual  confirmation  of membrane  insertion  of 
MWCNTs.57 




adequate  spatial  conformation,  facing  the  filtration  barrier  perpendicularly,  since  the 
fenestration size is compatible only with the traverse dimension of these MWCNTs, to let them 
pass and pierce the underlying basal membrane.49c 




recognition of cells  internalizing  it. SEM pictures of cell surface confirmed  the presence of  the 
CNTs  that  actually  look  like  spearing  it.  This work  aimed  to  prove  that  actively  guiding  CNTs 
towards cells,  it  is possible to  induce a temporary permeabilization of the membrane, as effect 
of  its  Nano‐mechanical  penetration.  The  system  was  thought  to  be  exploited  for  delivery 




thanks  to  its  narrow  cylindrical  shape,  it  produced  no  cell  damage,  and  it  resulted  in  less 






cells,  considering  the  question  from  different  points  of  view.  The  discrepancy  between  the 
results present in literature can lie in the different kind of CNTs derivatives used. Considering all 
the works published so far, we could conclude that both endocytosis and needle‐like piercing of 
the membrane  exist  and  can  contribute  to  internalization  of  CNTs, with  a  predominance  of 
needle penetration when internalization is driven by the CNTs, i.e. when CNTs are functionalized 






study  its delivery  through nanocarriers. So  far, a number of works  in which carbon nanotubes 
were used for this purpose has been published. In one of the first papers doxorubicin was bound 
to copolymer‐coated MWCNTs forming a supramolecular complex based on π‐π stacking.82 The 
cytotoxicity  of  this  derivative  was  tested  in  vitro  on  human  breast  cancer  cells  showing  an 
increased  mortality  rate  in  comparison  with  doxorubicin  alone.  This  drug  was  also  bound, 
through  supramolecular  chemistry,  to  two  different  water‐soluble  SWCNTs:  non‐covalently 
functionalized with a phospholipidic‐PEG surfactant and oxidized SWCNTs covalently PEGylated 
through  amidation  of  the  carboxylic  moieties.83  The  authors  suggested  π‐π  stacking  and 
hydrophobic  interactions as the binding forces between doxorubicin and nanotubes. Moreover 





selective  drug  release  in  vivo.  The  cytotoxicity  of  the  phospholipidic‐PEG  wrapped  SWCNT‐
doxorubicin  construct was  tested on human glioblastoma  cancer  cells. The derivative  induced 
cell death similarly to free doxorubicin at a concentration of 10 µM, although the observed IC50 
value  was  higher  (~8  µM  for  the  carbon  nanotube  conjugate  compared  to  ~2  µM  for  free 
doxorubicin). Furthermore, a  targeted doxorubicin delivery was  tested using a cyclic arginine–
glycine–aspartic acid (RGD) peptide, which acts as recognition moiety for integrin αVβ3 receptors, 





tested  on  integrin  αVβ3‐positive  cells,  showed  enhanced  drug  delivery  compared  to  the 
derivative  without  RGD,  according  to  the  degree  of  brightness  in  confocal  fluorescence 
experiments and  to  the  IC50 value, which was  smaller  (~3 µM)  for  the RGD‐bearing derivative 
than  for  the  one  void  of  any  targeting  agent.  The  behaviour  of  phospholipidic‐PEG wrapped 
SWCNT‐doxorubicin  complex was  studied  also  in  vivo  into  SCID mice  bearing  Raji  lymphoma 
xenografts.84  The  authors  observed  higher  tumour  uptake,  probably  due  to  the  prolonged 
circulation half‐life of the construct, and greater inhibition of tumour growth with respect to the 
free drug but the therapeutic efficacy was not better than DOXIL (liposomal Doxorubicin). On the 
other hand, differently  from DOXIL, SWCNT‐doxorubicin caused neither  significant  toxicity nor 
mortality, allowing the use of higher doses. Treatments with 10 mg/kg  (instead of 5 mg/kg) of 
SWCNTs‐doxorubicin  (dose  normalized  on  doxorubicin)  led  to  improved  efficacy,  still without 
causing any  severe  toxicity, whereas 5 mg/kg of  free doxorubicin or DOXIL  resulted  in  strong 
decrease  in  the weight of  the animals and mortality  rates of 20% and 40%,  respectively. The 
possible  reasons  for  this  behaviour  involve  different  aspects:  the  bigger  size  of  the  SWCNT 
construct with  respect  to  free  doxorubicin  probably  slowed  down  glomerular  filtration,  and, 
moreover,  the  PEG  coating  could  have  hidden  doxorubicin  from  macrophages.  Both  these 
effects  could  determine  prolonged  blood  circulation,  thus  enhancing  tumour  accumulation 




constructs  cannot  guarantee  proper  in  vivo  stability.  An  in  vivo  targeting  study  was  also 
performed with PEGylated SWCNTs  functionalized with RGD peptide.85 After  tail vein  injection 
into U87MG  tumour‐bearing mice,  the nanotubes accumulated  in  tumour  (13%  ID/g  in 24 h), 
with  no  obvious  toxicity  or  negative  health  effects  for  the  animals.  Zhang  et  al.  prepared  a 
different  kind  of  SWCNT‐based  vector  for  doxorubicin.86  First  CNTs  were  oxidized,  thus 
introducing  carboxylic  groups,  and  then  derivatized  via  wrapping  with  two  different 
polysaccharides,  namely  sodium  alginate,  which  is  anionic,  and  chitosan,  which  is  cationic. 
Doxorubicin  was  then  loaded  on  the  modified  SWCNTs  and  the  interaction  was  mediated 
probably  by  electrostatic  interactions  and  π‐π  stacking.  The  release  of  doxorubicin  in  acidic 






tumours  overexpressing  the  folate‐receptor.  In  vitro  tests  on  HeLa  cells  were  performed  to 
evaluate  cellular uptake, by  fluorescence microscopy,  and  cell  viability.  The  compound  led  to 
stronger  reduction  in cell viability  then  the drug  itself, proving  its efficacy as  targeted delivery 
system. A triple functionalized SWCNT derivative was prepared, bearing doxorubicin, fluorescein 
and  a  targeting  antibody  that  recognizes  carcinoembryonic  antigen  (CEA),  a  tumour marker 
relevant for a variety of adenocarcinomas.87 Doxorubicin was non‐covalently loaded on oxidized 
SWCNTs by π‐π stacking. Afterwards a fluorescein‐labelled BSA was covalently attached through 
its  amines  to  the  carboxylic  groups present on  the  oxidized  SWCNTs,  via  amidation  reaction. 
Finally the antibody was tethered through its amines to the BSA carboxylic groups again with an 
amidation  step.  In  this  way  the  authors  designed  a  construct  that  should  target  CEA‐
overexpressing cancer cells, be internalized by endocytosis, and release doxorubicin at lysosomal 
acidic pH. The  fluorescein was  introduced  to  localize  the SWCNT  construct by  the  fluorescent 





cytotoxicity  of  the  complex  is  reported,  nor  any  stability  study  to  evaluate  the  release  of 
doxorubicin  from CNTs. With a different approach, doxorubicin was  linked  to pyrene and  this 
system was non‐covalently bound to SWCNTs via π‐π bonding driven by the polyaromatic unit.88 
The linker between doxorubicin and pyrene was a short chain with a carbamate group, designed 
to be enzymatically  cleaved  inside  lysosomes.  In  vitro  studies on a mouse melanoma  cell  line 
were performed to assess the internalization of the construct and its cellular toxicity. The results 
showed accumulation in the lysosomes and cell growth inhibition (via apoptosis) in a time‐ and 
dose‐dependent  manner,  approaching  the  doxorubicin  profile  for  the  72  h  treatment. 
Furthermore,  the  therapeutic efficacy was evaluated  in  vivo on melanoma‐bearing mice.  Free 
doxorubicin  and  SWCNT‐doxorubicin  induced  similar  reduction  of  tumour  volume,  with  a 
significant decrease of systemic toxicity for the CNT construct, according to animal body weight, 
organs weight and histopathological analyses. Also in this case the release of the drug from the 
CNTs was  studied,  comparing  the  effect  of  incubation with  cell  lysate  to  the  use  of  normal 
buffer.  Though  the  former  system was  significantly more  efficient,  proving  that  intracellular 
enzymes play a fundamental role, a release was observed also in the latter case, demonstrating 






actors  of  MDR.89  Subsequently  the  Ab‐SWCNTs  construct  was  non‐covalently  loaded  with 
doxorubicin,  via  π‐π  stacking.  This  construct  was  tested  in  vitro  on  human  leukaemia  cells, 
overexpressing P‐gp on their surface and, therefore, resistant to doxorubicin. Cells were exposed 
to NIR radiation to trigger doxorubicin release, as a consequence of NIR absorption by SWCNTs. 
This  system was  indeed  able  to  triplicate  the  amount of doxorubicin  released  in  24  h,  but  it 
should be underlined that a partial release was observed without NIR radiation as well. The Ab‐
CNT construct resulted to be bound to the cell membrane and doxorubicin was  localized  inside 
cells,  in much  higher  amount with  respect  to  treatments with  free  doxorubicin. Doxorubicin 
alone or together with anti P‐gp antibody (at a concentration of 5 µg/mL) could partially inhibit 
cell growth, but,  increasing  the  incubation  time after  treatment  (from 24 h,  to 48 h,  to 72 h), 
cells  gradually  recovered  and  started  growing  again.  Instead,  very  interestingly,  the  SWCNT 
construct, used  at  an  equivalent  concentration of drug,  inhibited  cell  growth more  efficiently 
than the free drug and in a time‐dependent way, probably due to a slow drug release from the 
vector surface.  
Methotrexate  is  another well‐known  anticancer  drug, which  suffers,  as many  others, 
from  low bioavailability and  toxic  side effects. Preliminary  studies of CNT‐based drug delivery 
with this drug were performed by Pastorin et al.90 MWCNTs were covalently functionalized with 
methotrexate  and  fluorescein  at  the  same  time  and  results  obtained  on  human  Jurkat  T 
lymphocytes showed a rapid  internalization of  the compound, even  though  the efficacy of  the 
construct was  lower  than  the  free drug.  In a more  recent work  the  same drug was bound  to 
MWCNTs  through cleavable  linkers. The use of a peptide recognized by  intracellular proteases 




conjugated  to CNTs  for new drug delivery approaches. Paclitaxel  (PTX), which belongs  to  this 
class, was  covalently  bound  through  an  ester  bond  to  the  PEG  of  non‐covalently  PEGylated 
SWCNTs and  i.v.  injected  into xenograft  tumour‐mice  (PTX  resistant 4T1 murine breast cancer 
mice model) to test the in vivo efficacy.92 Results were very promising, showing a tumour growth 
inhibition  value  of  almost  60%  for  the  SWCNT‐PTX  derivative,  much  higher  than  the  one 
reported  for Taxol and PEG‐PTX  (28% and 21%  respectively). Higher apoptosis  level and  lower 
proliferation active cells level were observed after CNT derivative treatment, when compared to 




SWCNTs  themselves,  demonstrated  by  the  authors  in  another work.49e  The  evaluation  of  the 
pharmacokinetics  showed  a  longer  plasmatic  half‐life  for  SWCNT‐PTX,  coherently  with  the 
enhanced hydrophilicity of  the conjugate with respect  to  the drug  itself, and much higher PTX 
presence  in  RES  organs  (liver/spleen)  and  intestine  2  h  after  injection.  This  is  a  predictable 
behaviour  for nanomaterials  in general and  could give  concern  for  the  toxicity  towards  these 
organs. Nevertheless  the  authors  reported differences between  the biodistribution of  SWCNT 
and  PTX,  indicating  a  rapid  release  of  the  drug  from  the  conjugate  probably  due  to  ester 
cleavage  by  carboxylesterases.  As  a  consequence  the  drug  seemed  to  be  rapidly  excreted, 
lowering  its  toxicity.  Importantly,  tumour  PTX  levels  were  10  times  higher  for  SWCNT‐PTX 
derivative than for free taxol 2 h after injection and tumour‐to‐normal organ/tissue PTX uptake 
ratio  was  bigger,  thus  indicating  a  better  selectivity  of  the  CNTs‐delivered  drug.  Chen  et  al 
performed another study with the same class of drugs.66 They prepared a covalent derivative of 
SWCNTs  bearing  a  taxoid  molecule  and  biotin  as  targeting  unit  towards  cancer  cells 
overexpressing  its receptor, thus  leading to receptor‐mediated endocytosis. This construct was 
intended  to  be  a  prodrug, which  frees  its  cargo,  once  inside  the  cell,  upon  reduction  of  the 
disulphide  bond  by  endogenous  thiols  such  as  glutathione  (GSH), whose  concentrations  are 
typically more  than  103  times  higher  in  tumour  tissues  than  in  blood  plasma.  Therefore,  the 
system should act specifically on cancer cells, leading the taxoid to carry out its mitosis inhibition 
action  only  in  the  desired  sites.  The  authors  demonstrated  the  actual  internalization  of  the 
whole  conjugate  in  leukaemia  L1210FR  cells,  by means  of  confocal  fluorescence microscopy, 
thanks to the presence of a fluorescent tag covalently bound to the taxoid molecule. Moreover, 
in  the  case  of  a  control  SWCNT  derivative  without  biotin,  they  observed  a  temperature‐





drug by GSH and  the binding of  the conjugate  to  the microtubule network, where  it exerts  its 
cytotoxic action, with an IC50 value smaller than the one for the drug alone, probably due to the 
increase in the drug uptake. 
Also platinum analogues have been  investigated  in CNT‐based drug delivery  for cancer 
treatment.  In a  first work,  Lippard and  co‐workers  reported  the preparation of a Pt(IV)‐based 
SWCNTs  prodrug  able  to  deliver  and  release  the  drug  inside  cells,  leading  to  intracellular 









to  the  active  Pt(II)  compound.  The  authors  demonstrated  internalization  via  folate  receptor‐
mediated endocytosis  (FRME), and the to kill cancer cells (human choriocarcinoma and human 
nasopharyngeal  carcinoma)  with  IC50  values  more  than  8  times  lower  than  cisplatin  alone. 
Moreover the formation of the major reaction product of cisplatin with DNA was detected, using 
a  specific monoclonal  antibody,  proving  the  actual  ability  of  the  system  to  act  as  a  prodrug, 
generating  the  cytotoxic derivative once  internalized and  thus killing  in a  selective way  folate 
receptor  overexpressing  cells.  Also  cisplatin‐delivery  systems  based  on  drug‐SWCNT  covalent 
bioconjugates were investigated.65 The interaction of the epidermal growth factor (EGF) with its 
receptor (EGFR), overexpressed on the cell surface of a big variety of cancers, was exploited to 
target  CNTs  both  in  vitro  and  in  vivo.  The  efficient  in  vitro  internalization  in  head  and  neck 
squamous  carcinoma  cells  of  the  SWCNTs‐EGF  conjugate  was  proved  and  resulted  to  be 
mediated  by  the  EGF‐EGFR  ligand‐receptor  interaction.  Furthermore  quantum  dot  (Qdot)‐







Another  interesting  approach  for  the  functionalization  of  CNTs,  exploited  also  in 
oncology studies,  is the  filling of the nanotubes. This method was  first  investigated by Green’s 




carboplatin  solution  at  different  temperatures.  Finally,  they  were  cleaned  from  particles 






loading of 30 %  in weight.  This derivative was  then  tested on human bladder  cancer  cells  to 
evaluate its cytotoxicity and the test showed reduced cell viability compared to the drug alone. 
More  recently  also  cisplatin was  encapsulated  into  CNTs,  in  this  case  single‐walled  ones,  the 
diameter of which is big enough to host the drug.97 The SWCNTs were opened by concentrated 
acid  treatment,  and  subsequently  annealed  at  850°C  under  high  vacuum  in  order  to  remove 
oxygen functional groups  introduced  in the first step. The filling with cisplatin was achieved by 
stirring at 40°C the SWCNTs  in a DMF solution of the drug for 48 h. The release of the drug  in 
physiological solution was studied,  finding  that  it started after 24 h and continued up  to 72 h, 
and the  inhibition of cell growth on two prostate cell  lines (DU145 and PC3) obtained with the 
construct was comparable to the one caused by the free drug.  
Another  antineoplastic  drug,  namely  10‐hydroxycamptothecin  (HCPT), was  covalently 
attached  to MWCNTs  to  study  the  influence  of  CNTs  on  drug  efficacy.98 MWCNTs were  first 





conditions, and a much higher  release  (80% after 128 h), when  incubating  the  construct with 
fetal bovine serum, which contains esterases that could catalyse the hydrolysis. Furthermore a 
fluorescein molecule was  bound  to  the  unreacted  amine  after HCPT  conjugation,  for  in  vitro 
tests on human gastric carcinoma cells. Fluorescence confocal microscopy permitted to  localize 
intracellularly the constructs, with a uniform distribution in the cytoplasm. WST‐1 assay revealed 
a  significantly  improved  cytotoxicity with  respect  to  equal  concentrations  of  HCPT, whereas 
CNTs alone did not cause any decrease in cell viability. Finally, a different construct bearing DTPA 
was  prepared,  in  order  to  chelate  technetium  (Tc),  a  radioactive  nuclide,  for  in  vivo 
biodistribution studies in tumour‐bearing mice. High uptake was found in the liver, spleen, lung, 
kidney, stomach,  femur and  tumour.  In  the  latter  the maximum uptake  level  (3.6 %  ID/g) was 
reached within 4 h post  injection. The observed blood circulation half‐life was of 3.6 h, versus 
the  30 min  reported  for  HCPT.  Since  the  in  vitro  drug  release  tests  showed  that  4  h  after 








Yang  et  al.  delivered  gemcitabine‐MWCNTs  construct  to  lymphatic  vessels,  exploiting 
EPR effect and the specific guidance of an external magnetic field.99 SWCNTs were functionalized 
with poly(acrylic  acid)  and  then decorated with magnetite nanoparticles  (FeO∙Fe2O3) by  a  co‐




a  permanent magnet  on  the  projection  surface  of  one  popliteal  lymph  node  and  very  high 
accumulation of gemcitabine was detected  in the  lymph node, with a maximum after 24 h. At 
the same time, the blood plasma concentration was lower if compared to gemcitabine alone, to 
the  treatment without  the magnetic  field, or  to a  control  represented by nanosized activated 
carbon decorated with magnetic nanoparticles. 
CNTs‐based  antitumor  immunotherapy was  explored by Meng  et  al.100  This  technique 
employs tumour cell vaccines (TCV), which are made of inactivated cancer cells or dendritic cells 
presenting tumour antigens, in order to trigger the immune response of the patient against the 
tumour  itself. With  the  aim  of  improving  the  efficacy  of  TCV,  tumour  lysate  proteins  were 
covalently  coupled  to  oxidized  MWCNTs  via  an  amidic  bond.  The  conjugate  was  injected 
subcutaneously to H22 hepatoma‐bearing mice treated with TCV (controls were performed with 





































































































































































































































































































































































The way CNTs  can  interact with nucleic acids has been extensively  studied because  it 
could have very  interesting applications. Both antisense oligonucleotides and  small  interfering 
RNA  (siRNA) are very promising  techniques  for gene  silencing, applicable  for  the  treatment of 







vivo, after  intra‐tumour  injection  in xenografted mice. The  in vivo antitumor activity of a CNT‐
based  siRNA  delivery  system  was  also  assessed  by  Podesta  et  al,  using  a  different  kind  of 
construct. MWCNTs, covalently functionalized via 1,3‐dipolar cycloaddition and bearing terminal 
amino  groups, were  used  to  load  the  proprietary  siRNA  sequence  siTOX.102  The  system was 
injected  within  the  tumour mass  on  human  lung  carcinoma  (Calu  6)  xenografted mice  and 
compared with MWCNTs with a non‐coding  sequence  (siNEG),  functionalized MWCNTs alone, 
and  both  siTOX  and  siNEG  delivered  with  cationic  liposomes.  MWCNTs‐siTOX  significantly 
inhibited tumour growth in comparisons to the controls, while cationic liposomes based systems 
did not affect  tumour growth nor  increase animal  survival. Moreover,  tumour  tissue analyses 
revealed extended necrosis  in the regions where CNTs accumulated.  In the context of targeted 
delivery, Yang et al. reported the preparation of a folate targeted DNA transporter with CNTs, in 
principle  exploitable  to  deliver  siRNA  to  cancer  cells  as well.103  In  fact  also  in  this  case  the 
covalently  functionalized SWCNTs presented positive charges to  form electrostatic  interactions 
with nucleic acids. They bound fluorescently  labelled‐dsDNA to this derivative, proving by UV a 
strong enhancement in the loading of ds‐DNA for the positively charged SWCNTs in comparison 
to  non‐charged  SWCNTs.  They  further  functionalized  the  derivative  by wrapping  a  folic  acid 
modified phospholipid. The complex was  tested on mouse ovarian epithelial cells,  showing an 
increased  uptake  for  the  derivative  with  the  folic  acid,  compared  to  the  one  without  the 
targeting unit. Furthermore,  the  fluorescently  labelled dsDNA alone was  internalized only at a 
very poor  level,  thus demonstrating  the carrier  role of CNTs.  In a  final experiment, HeLa  cells 
were  induced  to overexpress  folate  receptor, culturing  them with  folic acid  free medium, and 




confirming  the  efficacy  of  the  delivery  system.  In  another  study,  oxidized  MWCNTs  were 
complexed  to  polyethylenimine,  to  which  an  antisense  sequence  was  bound  by  means  of 
electrostatic  interactions.67a The oligonucleotide was coupled  to  fluorescent cadmium  telluride 
quantum  dots  in  order  to  follow  the  cellular  trafficking  of  the  complex.  The  authors 
demonstrated  for  the  system  an  efficient  uptake  and  the  expected  apoptotic  activity. 
Dendrimer‐CNT  constructs  were  also  exploited  for  gene  delivery.  The  anti‐survivin 
oligonucleotide  was  anchored  onto  the  polyamidoamine  (PAMAM)  dendrimer  covalently 
attached to the CNTs and transfected into MCF‐7 cells.104 The conjugate distributed mainly in the 
cytoplasm,  endosomes  and  lysosomes  of  the  cells  and  was  able  to  release  the  antisense 
oligonucleotide,  which  then  exerted  its  apoptotic  activity.  The  PAMAM  dendrimer  was  also 
grown directly on MWCNT surface and used as anchoring point for siRNA, after introduction of a 
trimethylammonium  unit  on  each  branch  termination. Different  dendrimer  generations were 
prepared and their efficacy in delivering a fluorescent oligonucleotide was compared, obtaining 
the best results for the second generation.105 
A  unique  approach  conjugated  the  use  of  CNTs  as  nucleic  acids  delivery  system with 
photodynamic  therapy.106  This  therapy  represents  a  very  interesting  option  for  cancer 
treatment,  and  it  is based on  the delivery of  a photosensitizer, which, upon  activation by  an 
appropriate  light  source,  transfers  the  light  energy  to  tissue  oxygen  thus  generating  singlet 
oxygen, which  can  react  rapidly with  cellular molecules  and  trigger  a  cellular damage.  In  this 
study an aptamer, a synthetic DNA/RNA probe able to recognize and bind a specific target, was 
covalently  bound  to  chlorine  e6  (Ce6),  a well‐known  photosensitizer.  Then  the  aptamer was 
wrapped on SWCNTs, and they were able to quench 98% of the singlet oxygen generation (SOG) 
normally occurring upon excitation of Ce6. When the aptamer was involved in the binding to its 
target,  in this case human α‐thrombin,  it was released  from the CNTs, and therefore SOG was 
not quenched anymore. Phototoxicity on human lymphoma cells treated with the construct was 
studied,  showing  a  reduction  in  cell  viability  comparable  to  treatment with  Ce6  alone, when 
thrombin  was  added,  indicating  the  feasibility  of  a  targeted  SWCNTs‐based  system  for 
photodynamic therapy. 
All  the  examples  reported  demonstrate  that  CNTs,  both  single‐  and multi‐walled,  are 
good vectors  for nucleic acid delivery and  that  the  transported sequences retain  their activity. 
These  results are even more attractive  considering  that CNTs exert also an  important activity 
against  enzymatic  digestion.107  In  fact  oligonucleotides,  when  wrapped  on  SWCNTs,  are 





Furthermore,  Li  et  al.  reported  that  oxidized  SWCNTs  induced  a  stabilization  of  the 
human  telomeric  i‐motif of DNA. Even  though  the question still needs  to be studied,  this very 
particular  possibility  could  be  exploited  in  anti‐neoplastic  systems,  since  the  stabilization  of 
telomeric quadruples  inhibits telomerase, which  is an essential enzyme  for the proliferation of 
cancer cells.108 
1.6 Alternative CNT‐based anticancer strategies 
Cancer  treatments  can  be  exerted not only by  the  administration of drugs,  and CNT‐
based systems have been explored also with different approaches. 
Some of  these works  focus mainly on  the  targeting  issue, which  is of  course of  great 
importance  in  cancer  therapy,  without  studying  a  specific  therapeutic  possibility.  A  specific 
recognition of membrane receptor was achieved with Ab‐functionalized SWCNTs.109 They were 
functionalized  with  a  phospholipid‐PEG,  in  order  to  increase  solubility  and  to  prevent  non‐
specific binding in the biological environment, and subsequently the terminal amines of the PEG 




imaging  or  drug  delivery.  Raman  spectroscopy  was  also  used  as  an  imaging  technique  for 
CNTs.110  Also  in  this  case  a  phospholipid‐PEG‐CNT  construct was  used.  Derivatives  bound  to 
different  antibodies  or  to  RGD  peptide were  prepared  using  SWCNTs with  different  isotope 
composition,  that  display  well‐shifted  Raman  G‐band  peaks.  In  this  way,  it  was  possible  to 
distinguish  the different CNT  constructs  in mixed  cellular populations, proving  that  they were 
able to selectively recognize their specific target. Raman imaging was used also for both in vitro 
and direct  in  vivo  studies by Zavaleta et al., with PEGylated  SWCNTs  functionalized with RGD 
peptide  (same  construct  of  ref.  85).111  The  in  vitro  data  showed  that  αVβ3  integrin‐positive 
tumour  cells  (U87MG)  internalized  the  construct much better  than SWCNTs without RGD and 




the  Fc  portion  of  the  antibody  itself.112  SWCNTs wrapped with  phospholipid‐PEG‐COOH were 





on  various  cancer  cells,  rendering  the  construct  suitable  for  cancer  targeting.  After 
demonstrating  that  the  construct  was  not  cytotoxic,  its  internalization  was  studied  via 
fluorescence confocal microscopy both in integrin‐positive (U87MG human glioblastoma cancer 
cells)  and  integrin‐negative  (MCF‐7  human  breast  cancer  cells)  cell  lines,  proving  the  specific 
targeting.  In  fact,  only U87MG  cells  internalized  the  SWCNT  construct, while  no  intracellular 
fluorescence was detected for MCF‐7 cells or for U87MG cells after a pre‐treatment with the Ab 
alone.  The  authors  therefore  hypothesized  an  integrin‐mediated  endocytosis  as  uptake 
mechanism. Bottini et al. studied the internalization of SWCNTs‐Quantum Dot (QD)‐streptavidin 
complexes by CD3 positive‐leukaemia  cells, monitoring  the  intracellular QD  fluorescence.64  In 
this case the process was rather complex and the uptake was mediated by a multi‐component 
recognition. First, a biotinylated anti CD3‐antibody bound the CD3 receptor on cell membrane, 
then  the  streptavidin‐bearing  SWCNTs  attached  the  biotinylated  antibody,  showing  high 
internalization. On the contrary, poor uptake was observed when: i) the antibody was absent, ii) 
a non‐biotinylated antibody was used,  iii)  the experiments were carried out at 4°C and  iv)  the 
cells  did  not  express  CD3‐receptor  on  the membrane  (CD3  negative  cell  line). All  these  data 
suggest a receptor‐mediated endocytosis for this construct. 
1.6.1 Thermal ablation 
A very  interesting application of carbon nanotubes  in cancer  therapy could arise  from 
their  intrinsic optical properties, which  can be  exploited  to  kill  cancer  cells by photo‐thermal 
destruction. In fact the optical absorbance of this material is very high in the NIR (near‐infrared) 
region, 700‐1100 nm, while biological systems are transparent to these wavelength lights. 
It  is worth notice  that,  to our best knowledge, gold nanoshells and gold nanoparticles 
represent  the  only  other  materials  which  have  given  good  results  in  photothermal  cancer 
treatment with NIR radiation.113  In this case the  laser  intensity and the radiation time used are 













internalization of  the  folic  acid‐SWCNTs derivative,  imaged by  fluorescence microscopy, while 
the normal cells showed poor uptake. Cells were then radiated by an 808 nm laser (1.4 W/cm2) 




selectivity.  The  derivatives  were  prepared  functionalizing  CNTs  with  1‐pyrenebutanoyl 
succinimmide,  able  to  stick  to  the  aromatic  surface of  the nanotubes by  π‐π  interaction,  and 
bearing  an  anchoring  group  for  linking  the  antibodies.  Cells  were  incubated  with  different 
conjugates and they were then excited by 808 nm photons at 800 mW/cm2 for 3 minutes. As a 
consequence,  the nanotubes were heated and  the  increased  temperature destroyed  the  cells 
that  internalized  them. After  this  treatment,  all  the  cells  incubated with  the  IGF1R  and HER2 
antibody/SWCNTs  hybrids  were  destroyed,  while  the  80%  of  the  cells  incubated  with  non‐
specific  antibody/SWCNTs  hybrids  survived,  indicating  the  specific  internalization  of  the 
nanotubes driven by  the presence of specific  receptors on cancer cells.  In another work, non‐
covalent  SWCNTs‐Ab  derivatives  were  prepared  exploiting  the  strong  binding  between 
neutravidin attached to the Ab and biotin present on a polymer coating of SWCNTs.118 They were 
targeted  to human  cells presenting  the  specific antigen  for  the Ab and  subsequent  treatment 
with  a NIR  laser  (808 nm, 5000 mW/cm2  for 7 min)  resulted  in  a  significant decrease  in  cells 
viability.  Since  the  disadvantage  of  non‐covalent  constructs  is,  as  already  mentioned,  the 
possible  dissociation  in  biological  fluids,  the  same  authors  prepared  a  covalent  SWCNTs‐Ab 
construct by forming amidic bonds between carboxylic groups of oxidized SWCNTs and amines 
of two different Ab (anti‐CD22 or anti‐CD25).119 To assess the specific binding to human Burkitt’s 
lymphoma  cells  (CD22+CD25‐)  and  phytohemagglutinin‐activated  normal  human  peripheral 
blood mononuclear  cells  (CD22‐CD25+),  the  cells  were  treated  with  the  constructs  and  with 
fluorescein‐conjugated  goat  anti‐mouse  immunoglobulin  (FITC‐GAMIg)  and  analysed  through 
flow  cytometry.  The  results  clearly  showed  specific  recognition  of  the  correspondent  cell 
receptor  by  the  two  Ab‐SWCNTs  conjugates.  Finally  the  thermal  ablation  of  the  specifically 
targeted cells was achieved after exposure to NIR radiation (808 nm laser, 9.5 W/cm2, for 4 min). 
Among  cancer  thermal  ablation  studies  involving  CNTs,  an  interesting  option  was 
recently  described  by  Peng  and  co‐workers.120  Targeting  cancer  could  be  translated  more 
specifically  into  targeting  cancer  stem  cells.  These  cells  are  responsible  for  formation  of 
metastases, resistance to therapies and restoration of tumours, and therefore they represent a 




targets were  CD133+  glioblastoma  cells,  presenting  high  tumorigenicity  and  cancer  stem‐like 
properties. SWCNTs were wrapped with chitosan, which was then covalently coupled to CD133 
monoclonal  antibody.  These  CNTs  were  tested  in  vitro  with  both  CD133+  and  CD133‐ 
glioblastoma  cells,  and  internalization  was  observed  only  by  the  CD133+  cells,  which  were 
subsequently  killed  upon  exposure  to  NIR  laser  radiation  (808  nm,  2  W/cm2,  for  5  min). 
Furthermore  the  treatment  with  CNTs  followed  by  NIR  radiation  inhibited  spheroid  body 







As  already  mentioned,  the  main  purpose  of  attaching  radioisotopes  to  CNTs  is 
represented by  imaging  studies,  to determine  their biodistribution  following  the  radioisotope 
traces,  but  also  a  therapeutic  application  can  be  envisaged.  McDevitt  et  al.  reported  the 
preparation of a SWCNT derivative bearing an 111In (Indium 111) chelate and they have studied 
its  biodistribution,  finding  accumulation  mainly  in  kidney,  spleen  and  liver.121  The  same 
derivative was  then  further  functionalized with a  tumour  specific monoclonal antibody, and  it 
was delivered in vivo in a murine model of disseminated human lymphoma, showing a selective 
tumour  targeting.  Therefore,  the  replacement  of  indium  with  a  proper  radionuclide  would 
render  these  constructs  ideal  for  their application  in  radiotherapy.  In  fact,  the preparation of 
covalent CNTs‐Ab  constructs  intended  to  target  tumour neo‐vasculature  for  radiotherapy was 
reported  recently  by  same  authors.122 Angiogenic  endothelial  cells  express  on  their  surface  a 
monomeric  cadherin  that,  forming dimers with  cadherins on  close  cells,  constitutes  the  tight 
junctions of normal vascular endothelium. In tumours, these cells are poorly connected (that  is 
one of the reasons for EPR effect) and the cadherin are in the monomeric form, which is the only 
one  recognized by antibody E4G10. Doubly  functionalized SWCNTs were prepared, binding  to 
the CNTs the specific antibody and the alpha particle‐emitting 225Ac (actinium 225) radionuclide 
generator, able to kill the targeted cell and the tissue in its proximity. The compound was tested 
in  vivo  via  intravenous  injection  on  xenografted  tumour‐mice:  it  reduced  tumour  growth, 
improving mice survival in comparison to controls bearing different antibody. The success of this 










with  an  adequate  concentration  and  CNTs  could  be  the  right  candidate,  considering  their 
capacity to cross biological membranes. Carborane were derivatized with azides and allowed to 
react  with  the  double  bonds  of  SWCNTs,  leading  to  the  formation  of  aziridine  rings, 
subsequently opened  to  give  a water‐soluble  ethoxo‐derivative  suitable  for  in  vivo  tests.  The 
derivatives  were  used  in  tissue  distribution  experiments  on  mice  transplanted  with  EMT6 
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Considering  the 785 nm  laser,  the  starting  laser power used was 0.57 mW/µm2. Laser 
power density was then gradually increased. At 2.86 mW/µm2 we started to observe a decrease 
in the D/G ratio, a lower baseline and a better definition of RBM bands. Afterwards we exposed 
the  sample  to  a  laser  power  density  of  5.73  mW/µm2,  which  gave  a  too  high  response, 
corresponding  to  a  saturated  spectrum  (not  reported),  but  resulted  in  a  complete  re‐
pristinization of  the  sample, appreciable when  the analysis was  repeated again at  lower  laser 
power (Figure 7a). By comparison of this spectrum with the one of the pristine SWCNTs obtained 
using the same  laser wavelength, we can clearly notice that the two profiles are pretty similar, 
apart  from  the  RBM  zone, where  an  enrichment  of  certain  tubes with  respect  to  others  is 
evident (Figure 7b). Also, an overall increase in the Raman cross section was observed (note that 
all  the spectra are normalized  to  the G band maximum),  in  fact we needed  to  lower  the  laser 
power density to collect the spectrum after the re‐pristinization took place (Figure 7a). 
The same phenomenon was observed using  the 532 nm and 633 nm  lasers, with  laser 




We hypothesize that this phenomenon  is due to thermal effects.  In  fact, treating CNTs 
with  a  high  power  laser  resulted  in  a  local  increase  of  temperature,  to which we  ascribe  an 
annealing of amorphous carbon and structural defects, and, consequently a re‐establishment of 
the  sp2 network. Of  course,  the  tubes  that where  completely destroyed during  the oxidation 
were not present anymore,  therefore  leading  to an enrichment of  the  sample with  remaining 
tubes, as confirmed by the changes in the RBM and G‐band patterns. In particular, the loss of the 
higher  wavenumber  RBM  bands,  observed  with  all  the  lasers,  confirmed  the  selective 
destruction of smaller diameter tubes by the aggressive acid treatment. 
A confirmation for this thermal effect could arise from the reversible shift in the G‐band 
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In  conclusion,  oleum/nitric  acid  treatment  of  SWCNTs  resulted  in  the  production  of 
shortened and disentangled CNTs, bearing carboxyl and sulfonic groups, with a big improvement 
in dispersibility. On the other hand, the treatment produced a  lot of amorphous carbonaceous 




One of  the main  limitations of  a wet  approach  for  SWCNT  shortening  is  their  lack of 
solubility as pristine material that can determine a non‐homogenous cutting, since the material 
is in form of bundles and therefore the oxidation will not evenly affect all the nanotubes in each 




costs,  and  ease  of  scale‐up.  Mechanochemistry  involves  the  transformation  of  mechanical 
energy into the driving force for chemical modifications, that can be seen as an alternative way 
to overcome thermodynamic barriers with respect to more classical systems, such as heating or 




existing defects, where  local strain  is higher, but could also  induce  local deformations, such as 
kinking or twisting, that cause strain energy to concentrate in some points, where breaking will 
occur. Some studies have already been published where ball milling was used to cut MWCNTs, 
leading  to  the  formation  of  carbon  nanoparticles  similar  to  carbon  onions  (spherical  form  of 
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We could calculate a  loading of 24% of Ab with  respect  to  the whole conjugate  for  s‐
DWCNT‐1  (in  terms of weight). Similarly,  loading values of 25% and 28% were obtained  for  s‐
DWCNT‐4  and  7,  respectively.  These  values  are  in  good  agreement with  the  decrease  of  Ab 
concentration  in the supernatants of the coupling reactions (Figure 3), considering that part of 
the antibody disappearing  from the supernatant was simply adsorbed on CNT and therefore  it 
was washed  off  after  the  reaction.  The  loading  calculated  by  TGA,  if  expressed  in molarity, 
correspond  to  concentrations  of  2.1,  2.2  and  2.6  µmol  of Ab  per  gram  of  CNT  for  the  three 




assessed  by  surface  plasmon  resonance  (SPR)  the  recognition  capability  of  the  CNT‐coupled 
antibody  towards  its  antigen.6  This  technique  allows  the  measurement  of  the  specific 
interactions between the antibody and  its antigen  in real time. For this purpose, the antigen  is 
immobilized on a sensor chip surface while the antibody is allowed to continuously flow over it, 
in  order  to  let  it  bind  to  the  surface  if  the  recognition  takes  place.  The  interaction  is  then 
detected as a change  in the refractive  index at the  interface between the chip surface and the 
aqueous media above it, and it is presented as a sensorgram. The registered sensorgram offers 
the  possibility  to  calculate  the  kinetic  parameters  of  the  interaction  (i.e.  the  association  and 
dissociation  rate  constants).  First of all,  the antigen  sequence  296HGVTSAPDTRPAPGSTAPPA315, 




Each  sensorgram  was  obtained  measuring  simultaneously  (in  two  different  channels)  the 
response to the analyte with the real antigen and with the scrambled one,  in order to subtract 
the non‐specific component of the binding. Indeed, the antibody recognized only the antigen but 
not  the  “scrambled”  antigen,  thus  confirming  its  high  selectivity. We  also  performed  control 
experiments using  s‐DWCNT‐2  to evaluate  the possibility of non‐specific binding between  the 
antigen and the nanotubes and we found a response close to zero (data not shown). Finally, we 


























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































increase  in  the  weight  loss  for  the  final  conjugates  relative  to  their  precursors  (at  the 
temperature  at  which,  according  to  the  first  derivative,  the  weight  loss  was  complete) 
corresponds to the Fab’ or the scFv bound to the MWCNTs. 
Loading of Fab’ or scFv  s‐MWCNT‐5A  s‐MWCNT‐5B  s‐MWCNT‐6A  s‐MWCNT‐6B 
Weight % in the conjugate  6.8  6.3  9  8.4 
µmol/g of CNT precursor  1.5  1.4  3.3  3.1 
Table 1. Loading values relative to Fab’ and scFv for s‐MWCNT‐5A, 5B, 6A and 6B. 




they  correlate well  also with  the  relative  intensities of  electrophoretic  spots,  considering  the 
amount of material loaded for each well (Figure 15). 
As for the previous conjugates, the most important characterization of the material was 
SPR. All the compounds gave a positive response (Figure 18), even  if with  lower  intensity than 
the response obtained with the Ab‐DWCNTs constructs. This is probably due to the lower degree 
of  functionalization  obtained  for  these  conjugates,  and  to  the  lower  affinity  for  the  antigen 
possessed by Fab’ and scFv, with respect to the full IgG. 
In  conclusion,  we  prepared  different  kinds  of  covalent  Ab‐CNT  conjugates,  using 
DWCNTs and MWCNTs and either the whole IgG or smaller fragments, i.e. Fab’ and scFv. In the 
case of MWCNTs we used a double functionalization strategy in order to introduce on the CNTs 
also  a  probe,  necessary  for  biological  studies. We  proved  the  effectiveness  of  the  covalent 






























































































































































































































































































































































































































































































































































were  internalized even by PEM negative  cells  (while Fab’ alone was not) and  the  fate of Fab’ 
after 24 h was different  if  it was alone or bound to the CNTs. Considering these preliminary  in 
vitro results we could not state if these conjugates would be specifically targeted in vivo towards 
PEM‐positive  cells, but we  can  conclude  that CNTs were able  to deliver  their Ab  cargo  inside 
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Doxorubicin  is an antineoplastic drug that exerts  its activity mainly at the  level of DNA, 
by inhibition of topoisomerase II, an essential enzyme for DNA replication. Though being widely 
used,  its clinical utility  is hindered by  the onset of a severe cardiomyopathy, due  to  its  lack of 
selectivity, and by multi‐drug resistance (MDR). Both these limitations, and the way nanocarriers 
could help  in overcoming  them, have been already analysed  in  the  Introduction  (see Chapter 
1.5). Many studies have been published so  far  in which CNT‐based systems were used  for  the 
delivery of doxorubicin, making it a promising tool (see Chapter 1.5.2 and in particular Table 1).1 
Nevertheless, none of these works used a covalent approach for the conjugation of the 
drug to CNTs. The major  limitation of a non‐covalent construct  is  its  lack of stability  in vivo, as 
already  explained  (see  Chapter  1.2.1).  In  fact, most  of  the  above  papers  that  addressed  this 
question reported  the undesired partial release of non‐covalently bound doxorubicin  from  the 
carrier.1c,g,h  For  this  reason  we  decided  to  prepare  covalent  doxorubicin‐CNT  conjugates, 
exploiting the primary amine present on the sugar of the drug. However,  it  is known from the 
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when  not  differently  specified.  Solvents were  purchased  from  Sigma‐Aldrich,  and  deuterated 
solvents from Cambridge Isotope Laboratories. 
Single‐Walled  carbon  nanotubes  (HiPCO),  were  purchased  from  Carbon 
Nanotechnologies (lot #R0510C). 
Double‐walled  carbon  nanotubes  (CCVD),  were  provided  both  as  pristine  and  as 
shortened and oxidized by Nanocyl. 
Multi‐walled  carbon  nanotubes  (CCVD),  were  purchased  from  Nanostructured  & 
Amorphous Materials  (stock# 1240XH and 1237YJS). 
Antibody hCTM01 IgG, Fab’ and scFv were obtained from UCB. 






When anhydrous  reaction conditions were  required,  reaction  flasks were dried with a 
heating gun (300‐500 °C), placed under high vacuum using a Schlenk line and purged with Ar. To 
keep the atmosphere dry and inert balloons filled with Ar where used. 
CNTs  washing  procedure  by  filtration  consisted  in  dispersing  the  nanotubes  in  the 
specified  solvent  (at a  concentration of about 1mg/mL),  followed by  sonication  for 15‐20 min 
and  vacuum  filtration on polytetrafluoroethylene  (PTFE) Millipore  filters of  the  specified pore 








KCN  (in H2O/pyridine) were added and  the dispersion was  sonicated  for 2 minutes  in a  sonic 
bath. Subsequently, 75 µL of the kit solution of ninhydrin (6%  in ethanol) were added, and the 




sample  (Ɛ  =  15000  M‐1cm‐1).  Reported  values  are  average  of  at  least  two  separate 
measurements. 
Dialysis  of  Ab  or  Ab‐CNTs  samples  was  carried  out  with  Spectrum  Laboratories 
membranes  (regenerated  cellulose membrane with  a 12‐14 KDa molecular weight  cutoff  and 
cellulose ester membranes with a 300 KDa molecular weight cutoff). 
Size‐exclusion  chromatography of  Fab’  and  scFv  samples was performed using PD‐10 
Desalting Columns pre‐packed with Sephadex G‐25 Medium, equipped with a  LabMate PD‐10 
Buffer Reservoir (GE Healthcare). 
Gel  electrophoresis  was  performed  with  a  mini‐vertical  electrophoresis  system 
(Invitrogen XCell  SureLock), using  a Novex®8‐16% Tris‐Glycine  gel  (Invitrogen)    and  run under 
either  non‐reducing  or  reducing  conditions  (by  addition  of  5%  β‐mercaptoethanol).  The  gels 
were stained with Coomassie blue. 
Ellman’s assay was performed as  follows: a stock 0.01 M solution of 5,5'‐Dithio‐bis‐(2‐
nitrobenzoic  acid)  (DTNB)  in  PBS‐EDTA‐NaHCO3  (pH  7.8) was  prepared;  10  µL  of DTNB  stock 
solution were  diluted with  500 µL  of  buffer,  and  50 µL  of  analyte  solution was  added. After 
incubation at r.t. for 15 min, the absorption spectrum of the solution was measured, using as a 






Nuclear magnetic  resonance  (NMR) 200 MHz 1H‐NMR and 50 MHz 13C‐NMR  spectra 
were obtained on a Varian Gemini 200 spectrometer. 500 MHz 1H‐NMR spectra were obtained 





The  resonance multiplicity  is  described  as  s  (singlet),  d  (doublet),  t  (triplet),  q  (quartet),  dd 
(doublet of doublets), ddd (doublet of doublets of doublets) m (multiplet), br (broad signal). 
Mass  spectrometry:  Electrospray  Ionization  (ESI) mass  analysis  was  performed  on  a 
Perkin‐Elmer API1. Matrix‐assisted laser desorption‐time of flight (MALDI‐TOF) mass analysis was 
performed  on  a  Bruker  Daltonics  instrument,  using  a  matrix  of  1,8‐dihydroxy‐9(10H)‐








100  to  1000°C  at  10°C/min,  under  N2  or  air with  a  flow  rate  on  the  sample  of  60 mL/min. 
Reported graphs are average of at  least two separate measurements. Ab‐CNT samples (in PBS) 
were extensively washed with milliQ water by  several cycles of centrifugation and  removal of 
the  supernatant,  followed  by  a  dialysis  (12‐14  kDa  cutoff  membrane),  and  subsequently 
lyophilized, prior to TGA analysis, in order to remove the salts present in the buffer. 
TGA‐MS  experiments  were  performed  on  the  same  TGA  instrument  coupled  with  a 
ThermoStar Mass  Spectrometer  (Pfeiffer  Vacuum) with  the  following  procedure:  isotherm  at 
100°C for 20 min, ramp from 100 to 800°C at 20°C/min, under He with a flow rate on the sample 
of 60 mL/min. 
AFM  analyses  were  carried  out  in  Tapping‐Mode  (TM‐AFM),  in  air  at  r.t.,  using  a 
Nanoscope  IIIa, MMAFMLN  (Veeco). Surfaces were  imaged with phosphorus‐doped silicon  tips 
(cantilever:  thickness = 3.5–4.5  μm,  length = 115–135  μm,  frequency  f0 = 245–279  kHz,  force 
constant k = 20–80 N/m; Veeco). Statistical analysis of  the AFM  images was  carried out using 
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